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(§4) Nouvel agent antitumoral derive du dextrane. 

(57) L'lnvention est relative a un Agent inhibiteur de la 
cFSissance des cellules tumorales, comprenant un derive 
de dextrane constitue par une chaTne polysaccharidique 
substitute par des groupes carboxymethyle et carboxyme- 
thylbenzylamide sulfonate, lequel derive est designe par la 
formule generate D^M^S.^ dans laquelle 

X represente le nombre moyen d'unites saccharidiques 
non substitutes pour 100 unites saccharidiques, 

Y represente le nombre moyen de groupes carboxyme- 
thyle pour 100 unites saccharidiques, 

Z represente le nombre moyen de groupes carboxyme- 
thyibenzylamide sulfonate pour 100 unites saccharidiques, 

lequel agent est caracterise en ce que X est inferieur ou 
egal a 50, Y est compris entre 10 et 90, et Z est compris 
entre 15 et 35. 
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La presente invention est relative a des 
agents inhibant la croissance des cellules tumorales, et 
a leur application pour 1 • obtention de medicaments 
antitumoraux . 

II existe plusieurs substances, d'origine et 
de composition variees, qui possedent une activite anti- 
tumorale ; toutefois, la grande diversite des tumeurs 
existantes d'une part, et d'autre part les effets secon- 
dares desdites substances, qui decoulent de leur toxi- 
city souvent importante vis-a-vis des cellules saines, et 
les variations qui peuvent exister d'une tumeur a 
1' autre, et d'un individu a 1» autre dans la reponse a un 
traitement par une substance donnee, impliquent la neces- 
sity de disposer de produits antitumoraux tres varies, 
permettant des traitements adaptables a chaque cas. S'il 
existe actuellement plusieurs medicaments dotes d' effet 
antitumoraux (une quarantaine de substances sont au- 
jourd'hui utilisees a cet effet), trop nombreux sont 
encore les medicaments dont 1'efficacite est insuffisante 
ou aleatoire. La mise au point de nouveaux agents anti- 
tumoraux presente done un interet therapeutique conside- 
rable. 

D'autre part, il est connu, par exemple par le 
Brevet Frangais 2 461 724, et le Brevet francais 
2 555 589, que la substitution de polymeres tels que les 
dextranes par des chaines laterales portant des groupes 
carboxyliques et sulfonate, leur confere des proprietes 
anticoagulantes . 

Les Inventeurs ont maintenant mis en evidence 
de nouvelles proprietes de certains dextranes substitues 
par des chaines laterales portant des groupes carbo- 
xyliques et sulfonate ; ils ont en effet decouvert que 
pour certaines valeurs de taux de substitution par les- 
dits groupes, lesdits dextranes substitues s'averaient de 
35 bons inhibiteurs de la croissance des cellules tumorales, 
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n'ayant en outre que peu ou pas d'effet sur la croissance 
des cellules saines. 

La presente invention a pour objet un agent 
inhibiteur de la croissance des cellules tumo rales, com- 
5 prenant un derive de dextrane constitue par une chaine 
polysaccharidique substitute par des groupes carboxy- 
methyle et carboxymethylbenzylamide sulfonate, lequel 
derive est designe par la formule generale D x CM y BS z dans 
laquelle 

10 x represente le nombre moyen d' unites 

saccharidiques non substitutes pour 100 
unites saccharidiques, 
Y represente le nombre moyen de groupes car- 

boxymethyle pour 10O unites saccharidiques, 
Z represente le nombre moyen de groupes 
carboxymethylbenzylamide sulfonate pour 
100 unites saccharidiques, 
lequel agent est caracterise en ce que X est 
inferieur ou egal a 50, Y est compris entre 10 et 90, et 
Z est compris entre 15 et 35. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente invention, X est egal a 11, Y est egal a 60 et Z 
est egal a 29. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
25 la presente invention, X est egal a 47, Y est egal a 17 
et Z est egal a 24. 

La presente invention a tgalement pour objet 
1' application des dextranes substitues definis plus haut 
a 1'obtention de medicaments antitumoraux. 

L' invention sera mieux comprise a l'aide du 
complement de description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de preparation et. d'utilisation des agents 
antitumoraux conformes a 1' invention. 

II doit gtre bien entendu, toutefois, que ces 
35 exemples sont donnes uniquement a titre d ' illustration de 
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1' ob jet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 

maniere une limitation. 

EXEMPLES 

I - PREPARATION DES AGENTS INHIBITEDRS DE LA CROISSANCE 
5 DES CELLULES TDMORALES CONFORMES A L ' INVENTION 

Des dextranes fonctionnalises par des groupes 
carboxymethylbenzylamide sulfonate (DCMBS) sont prepares 
selon le precede decrit dans la publication de MAUZAC et 
al. [Biomaterials, 3, (1982)], e'est a dire en 3 etapes • 
10 carboxymethylation du dextrane, couplage de la benzyla- 
mine sur les groupes carboxymethyle, sulf onatation des 
noyaux aromatiques des groupes carboxymethyl-benzylamide . 

Des dextranes fonctionnalises par des groupes 
carboxymethyle (DCM) , et carboxymethylbenzylamide (DCMB) , 
15 sont egalement prepares, afin de comparer leur activite 
antitumorale a celle des derives conformes a 1' invention. 

Des dextranes fonctionnalises sont designes 
par la formule generale D X CM V B Z 'S Z dans laquelle 

X represente le nombre moyen d' unites 
20 saccharidiques non substitutes, pour 100 

unites saccharidiques 
Y represente le nombre moyen de groupes car- 

boxymethyl pour 100 unites saccharidiques 
Z' represente le nombre moyen de groupes 
25 carboxymethyl benzylamide pour 100 unites 

saccharidiques 
Z represente le nombre moyen de groupes 
carboxymethylbenzylamide sulfonate pour 100 
saccharidiques . 
Pour l'obtention des dextranes fonctionnalises 
cconformes a la presente invention, X doit etre inferieur 
ou egal a 50, Y doit etre compris entre 10- et 90, Z' 
doit etre au plus egal a 5, et Z doit etre compris entre 
15 et 35. 
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Ces valeurs sont obtenues en faisant varier 
differents parametres dans le procede de preparation des 
derives de dextrane ; la facon de proceder au choix des 
conditions de chaque etape de la reaction est decrite 
ci-apres : 

a) Carboxymethylation 

Derivee de la reaction effectuee sur la cellu- 
lose pour obtenir la carboxymethyl cellulose, cette opera- 
tion est realisee en milieu basique par action a froid de 
l'acide monochloroacetique C1CH 2 C00H sur le dextrane 
Dx(OH) 3 . r, i e rapport carboxymethylant, est le nombre 
de moles d'ecide monochloroacetique introduit dans le 
milieu reactionnel par motif de dextrane present dans ce 
milieu. Ce rapport controle la reaction de carboxy- 
15 methylation, mais dans le cas du dextrane, il n'est pas 
possible d'utiliser des rapports carboxymethylants ele- 
ves, au risque de degrader la chalne macromoleculaire du 
dextrane. II est done indispensable de proceder a des 
carboxymethylations successives a des faibles valeurs de 
R, (au plus egales a 3,5) pour arriver aux pourcentages 
de substitution souhaites lorsqu'ils sont Sieves. Le 
temps de reaction et la temperature du milieu reactionnel 
ont aussi un effet sur le rendement de la reaction, 
e'est-a-dire sur le nombre de motifs dextranes portant un 
25 groupe carboxymethyle pour 100 motifs. 

Pour une valeur de R = 3,5, a une temperature 
de 50 *C, et pour un temps de reaction de 40 mn, on ob- 
tient un rendement de reaction de l'ordre de 60%. 

Pour obtenir un polymere ayant un pourcentage ' 
30 de substitution voisinant 100% en maintenant ces condi- 
tions de synthese, il est indispensable de proceder a des 
carboxymethylations successives.. L..'.on . peut ainsi at- 
teindre des valeurs superieures a 100% d' unites substi- 
tutes sur deux de leurs fonctions hydroxyles . Toutefois, 
35 a partir de la troisieme etape de synthese. 
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1' augmentation du pourcentage de substitution est faible 
puisqu'il est de 5 a 10% entre la troisieme et la gua- 
trieme etape. 

b) Couplage de la benzylamine sur les groupes 
5 carboxymethyle : 

Le principe de cette reaction classique est 
fonde sur 1' aptitude de la fonction carboxylique a former 
un anhydride mixte instable capable de reagir avec un re- 
act if portant une fonction amine primaire (R-NH2) . Deux 
10 procedes differents communement denommes reactions 
deactivation ont ete utilises pour aboutir a la formation 
d'un anhydride mixte : 

- action du chloroformate d'isobutyle (CIB) 

action du N-Ethoxycarbonyl-2-Ethoxy-l-2- 
Dihydroquinoleine (EEDQ) . 
Couplage au CIB 

Le couplage proprement dit consiste alors a 
faire reagir 1' amine primaire, en 1' occurrence la 
benzylamine, sur la fonction anhydride mixte instable. 

Cette reaction est effectuee dans un melange 
eau/dimethylformamide (DMF) . Les proportions 50/50 en vo- 
lume eau/DMF ont ete retenues car c'est le melange qui 
pose le moins de problemes de solubilite des react if s et 
qui permet un bon rendement. Les rapports molaires : 
25 CIB/-COOH, B/-COOH et NMM/-COOH retenus sont de 2. 

L« activation doit etre effectuee, a pH 3,5 
pour empecher le dextrane de precipiter, en un temps tres 
rapide, et a faible temperature (1 minute a -15 'C) 
puisque 1« anhydride mixte, tres instable, se decompose 
par elevation de la temperature. La reaction de couplage 
est effectuee pendant 30 minutes a -15 'C, puis 1 heure a 
20*C. A la fin de la - reaction, l'eau est eliminee par- 
evaporation du milieu reactionnel puis le produit est 
precipite et purifie. Le carboxymethylbenzylamide-dex- 
trane (CMDB) , ainsi synthetise subira un deuxieme et/ou 
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un troisieme couplage pour ameliorer le rendement de 
substitution. 

Couplage a I'EEDQ 

Dans ce cas, 1 'etape de couplage de la benzy- 
5 lamine est effectuee dans un melange eau/ethanol de ma- 
niere a assurer la solubilite du melange. Le rapport 
eau/ethanol retenu est de 1,2:1 en volume. 

La solution de EEDQ doit etre ajoutee a la so- 
lution aqueuse de carboxymethyldextrane sous agitation 
10 continue ; le pH est maintenu entre 3,5 et 4,5 a l'aide 
d'une solution d'HCl 1M ; 1 'agitation est maintenue pen- 
dant environ 30mn a temperature ambiante ; il est toute- 
fois avantageux, si 1'on souhaite obtenir un rendement de 
substitution eleve (jusqu'a 30%), d'operer a une tempera- 
ture de 30 a 40 'C ce qui augmente 1' activation du produit 
intermediaire . 

Un volume de benzylamine est alors ajoute au 
melange, prealablement refroidi, si necessaire, a une 
temperature d' environ 2Q'C ; le rapport molaire benzyla- 
mine/EEDQ est egal a 1. L ' addition de soude est neces- 
saire au cours de la reaction pour maintenir le milieu 
basique et ameliorer de ce fait le couplage en maintenant 
le pH apparent a une valeur voisine de 9. Cette operation 
est effectuee par controle continu du pH apparent avec 
25 une electrode de verre. La reaction est effectuee pendant 
une duree variant de 8 a 17 heures . 

Les deux procedes de couplage donnent des 
pourcentages de substitution semblables avoisinant 8 a 
12% en une seule etape. Dans le cas du couplage par 
30 I'EEDQ, ce rendement peut atteindre 25 a 30%, en une 
seule etape, lorsque l'on procede a 1' activation du pro- 
duit intermediaire a une temperature de 30 a 40 *C. 

Comme pour la carboxymethylation, lorsque les 
pourcentages de substitution de la benzylamine souhaites 
35 sont eleves, il n'est pas possible d'augmenter les 
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concentrations des differents reactif s . II est done ne- 
cessaire de faire des couplages successifs pour ameliorer 
le rendement de la reaction. Le CMDB precipite lave et 
seche apres le premier couplage va subir un second et/ou 
5 un troisieme couplage exactement dans les memes condi- 
tions que le premier sans consideration des substitutions 
dues au premier couplage. 

c) Sulfonatation des noyaux aromatiques 
Elle se fait par action de l'acide monochloro- 
10 sulfonique sur le CMDB en milieu organique anhydre 
(dichloromethane par exemple) et en phase heterogene, le 
CMDB n'etant pas soluble dans le dichloromethane. II est 
necessaire d'operer la reaction en exces d'acide mono- 
chlorosulfonique sans pour autant risquer, d'une part, 
une hydrolyse acide de la chalne polysaccharidique et, 
d' autre part, une sulfonatation des fonctions hydroxyle 
portees par les unites glucosyles, qui donnerait des 
fonctions sulfate. Le rapport molaire 

R , =[HS0 3 Cl]/[benzylamide] ou la concentration molaire en 
benzylamide [benzylamide] est celle de la benzylamide, 
fixee au polymere qui subit la reaction de sulfonation, 
doit etre egal a 3. La concentration de l'acide chloro- 
sulfonique dans le milieu reactionnel ne doit pas depas- 
ser 0,15 M. 

Dans ces conditions, le pourcentage d' unites 
portant une fonction sulfonate depend du pourcentage 
d* unites substitutes par des groupes benzylamide. 

En effet, plus le dextrane est riche en fonc- 
tions benzylamide, meilleur est le rendement de la sulfo- 
30 natation. Ainsi, il est possible d'obtenir des derives 
dont le pourcentage d' unites portant la fonction sulfo- 
nate est de 35% quand le CMDB sur lequel la sulfonatation 
a ete effectuee presente pres de 35% d' unites sacchari- 
diques portant une fonction benzylamide. 
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En effet, aux conditions de concentration pre- 
cedemment decrites les fonctions sulfonate se fixent pre- 
ferentiellement sur les noyaux aromatiques des fonctions 
benzylamide et non pas au niveau des fonctions hydroxyle 
presentes sur le cycle des dextranes . 

Les sulfonatations successives, au-dela de la 
deuxiemeou de la troisieme selon les cas, n'ameliorent 
pas le rendement de la substitution mais, au contraire, 
entralnent une degradation du polymere. 

II - COMPARAISON DES EFFETS DES AGENTS ANTITOMORAUX 
CONFORMES A L ■ XNVENTION, ET DE DIFFERENTS DERIVES DE 
POLYSACCHARIDES SUR LA CROISSANCE DE LXGNEES CELLDLAIRES 
TDMORALES ( "CHONDROCYTES " ISSUS DE CHONDROSARCOME 
HDMAIN) . 

Les effets des agents antitumoraux conformes a 
1' invention ont ete etudies en comparaison avec, d'une 
part, ceux de polysaccharides non sulfates : le dextrane 
natif T 40, et des dextranes modifies de type CMB, 
d' autre part, ceux d'un polysaccharide sulfate : 
l'heparine, et enfin, ceux de derives du type DCMBS por- 
tant mo ins de 15% d» unites saccharidiques substitutes par 
des groupes sulfonate. 

A) Protocole pour l'<&tude de la synthese de 

I'ADN: 

25 L * etude de la synthese de l'ADN est realisee a 

l'aide d'un compose radio-marque : la thymidine tritiee. 
Pour cela, un protocole adapte aux chondrocytes normaux 
et tumoraux a ete mis au point. 

Les tests sont realises dans des boltes de 
30 culture de 96 puits . Les cellules sont ensemencees en 
presence de 10% SVF (Serum de Veau Foetal) a une concen- 
tration de 20 000 cellules/ml ; 2.00 Ul de cette suspen- ' 
sion cellulaire sont distribues dans les puits. Apres une 
periode de 7 a 10 jours, lorsque les cellules sont a 
confluence, elles sont pr ogres si vement privees de serum 
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(de facon a arriver a une concentration de serum dans le 
milieu de 0,1%). Les substances a tester sont ajoutees 
dans les puits, a des concentrations variees ainsi que la 
thymidine tritiee (1 HCi/puits) . I • incorporation se de- 
5 roule pendant 48 heures. Pour chaque dose testee, 8 a 10 
puits sont etudies. A la fin de 1 • incorporation, la 
couche cellulaire est lavee avec une solution de tampon 
Phosphate (PBS) puis fixee deux fois pendant 5 minutes en 
presence de methanol 5%, lavee 4 fois avec 200 Hi de PBS 
10 puis precipitee en presence d'acide trichloracetic^ 
(TCA) 5% deux fois pendant 10 minutes a 4'C. Apres un 
dernier lavage, la couche cellulaire est dissoute par 
200 m d'une solution de NaOH 0,3 M. Les 200 ui sont 
preleves, transferes dans un tube a scintillation, addi- 
tionnes de 5 ml de liquide scintillant. La radioactivite 
des tubes est determinee dans un compteur a scintilla- 
tion. 

B) Etude des effets des differents derives de 
polysaccharides sur la croissance des cellules. 

Ces effets ont ete etudies parallel ement, a 
deux concentrations de serum de veau foetal, respective- 
ment de 0,5% et de 5%. 

1) Derives ne portent pas de fonctions sulfate 

lib ires : 

EXEMPT 1 (Example de comparison) : effets du dextrane 
T 40 (Figusre 1) 

On observe une inhibition de 10% (P<0, 05) de 
1' incorporation de thymidine tritiee aux fortes concen- 
trations (> 20 ng/ml) en presence de faibles concentra- 
30 tions de SVF (0,5%) (O). 

EXEMPLE 2 (exemple de comparison) : effets du dextrane 
substitue D 0 CM 84 B 21 S 0 < O ) (Figure 2) 

On observe, en presence de 5% SVF, une stimu- 
lation de 1' incorporation d'environ 10% (P<0, 05) pour des 
concentrations de 20 et 200 ng/ml, et de 25% (P<0,01) 
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pour 2 M.g/mi d e D 0 CM 84 B 21 S 0 . Pour les concentrations plus 
elevees, 1 • incorporation n'est pas modifiee. 

En presence de faibles concentrations de serum 
(0,5%) ( O ), on observe une stimulation d'environ 10% 
5 <P<O,05), pour les concentrations de D 0 CM 84 B 21 S 0 supe- 
rieures ou egales a 20 ng/ml. 

2) Derives- portant das fonctions sulfate et 
sulfamate libres : 

EXEMPLE 3 (exempla de comparison) : Effets da l'heparine 

XU La F± gure 3 represente l'effet de l'heparine 

H 108 (fournie par 1 • Institut CHOAY) au niveau des chon- 
drocytes tumoraux (typell) . On observe peu de modifica- 
tions de 1' incorporation en presence d'heparine quelles 
que soient les concentrations testees. Seules les concen- 

15 trations elevees (100 a 400 ug/ml) diminuent 
1' incorporation d'environ 10% (P< O/ 02) en presence de 5% 
< O ) de SVF. 

3) Derives de dextrane port ant des fonctions 
sulfonate 

20 EXEMPLE 4 (exempla da comparison) : effets du dextrane 
substitue D 6 CM 76 B 0 S 14 (Figure 4) 

En presence de 5% ( O ) de SVF, on observe une 
stimulation de 15% (P<O,01) de 1 ' incorporation pour une 
concentration de dextrane substitue egale a 2 ug/ml. Au 
25 dela, et pour une concentration de dextrane substitue de 
100 a 200 ug/ml, on " observe 60% (P<O,001) d'inhibition, 
le maximum etant de 75% (P<O,001) en presence d'une 
concentration de dextrane substitue de 400 Ug/ml. 

En presence de 0,5% de SVF (O), on observe 
30 d'abord une activation, puis une legere inhibition de 
l'ordre de 15% (P<o,05) en presence de 2 ug/ml du derive 
teste. Cette inhibition est. de 30% (P<O,00l) pour 
20 ug/ml et de 53% (P<O,001) pour 100 et 200 ug/ml. 
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EXEMPLE 5 : effefcs du dextrane substitue conform© 4 
1' invention, DnCWg 0 B o S 29 (Figure 5) 

En presence de 5% de SVF ( O ) , on observe une 
legere stimulation (10%) (P<O,10) (N.S.) de 

5 1 ' incorporation pour une concentration de 2 jag/ml de dex- 
trane substitue, puis une inhibition. A 100 ug/ml 
1' inhibition est de 20% <P<O,01) ; a 200 M-g/ml, elle est 
de 60% (P<O,001), et de 75% (P<O,001> pour 400 ug/ml. 

En presence de 0,5% ( O ) de serum, on 
0 n 'observe, jusqu'a une concentration de 2 ug/ml aucune 
modification de la croissance ; en revanche, on observe 
une inhibition de 50% (P<O,001) en presence de 20 ug/ml 
du derive teste ; cette inhibition reste quasiment 
constante aux plus fortes concentrations testees. 
5 CONCLUSION 

L'heparine et le dextrane natif T 40 
n'induisent presque aucune modification de 

1 • incorporation de la thymidine au niveau des "chondro- 
cytes" tumoraux, quelles que soient les concentrations de 
ces derives utilisees. 

En presence d'une concentration de 2 ug/ml de 
D 0 CM 84 b 21 S 0 on enregistre une stimulation de 25% de la 
synthese d'ADN. 

En presence de derives substitues de type 
DCMBS, et en presence de 5% SVF, on observe toujours une 
legere stimulation de 1 • incorporation de thymidine pour 
une concentration de 2 ug/ml. Cette stimulation est de 15% 
pour le D 6 CM 76 B 0 S 14/ alors qu'elle n'est que de 10%, a la 
limite du significatif, pour le derive D 11 CM 60 B 0 S 29 . Pour 
des concentrations superieures ou egales a 20 ng/ml c'est 
une inhibition hautement significative (P<O,001) qui est 
observee dont le maximum est de 75%, dans le cas* du 
D llCM 60 B 0 S 29 . 

En presence de 0,5% de SVF, les effets du 
D 11 CM 60 B 0 S 29 et d u D 6 CM 76 B 0 S 14 son t tres differents. En 
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effet, a faibles concentrations de D 6 CM 76 B 0 S 14 , on ob- 
serve une activation de la proliferation cellulaire. 
Cette activation n'est pas du tout observee, a ces memes 
faibles concentrations, dans le cas de D 11 CM 60 B 0 S 29 . En 
5 outre, 1' inhibition observee pour des concentrations de 
20 ug/ml est plus importante dans le cas du D 11 CM 60 B 0 S 2 9 . 
Ill - ETUDE DES EFFETS DES AGENTS ANTITOMORADX CONFORMES 
A L ' INVENTION SDR LA CROISSANCE DE LIGNEES CELLDLAIRES 
NON TUMORALES D' ORIGINS HOMAINE (CHONDROCYTES ET 
10 FIBROBLASTES DE PEAU) . 

EXEMPLE 6 : effets des agents antitumoraux conformes a 
1' invention sur les chondrocytes aormaux 

Le derive D 11 CM 60 B 0 S 2 , conforme a 1» invention, 
a ete teste sur des chondrocytes issus de tete femorale 
15 humaine normale, en parallele avec le derive 
D 6 CM 7 6 B 0 S 14- Les resultats sont identiques pour les deux 
derives etudies. La Figure 6 represente 1' effet du 
D 6 CM 76 B 0 S 14- Pour des concentrations de 2 ug/ml k 
20 Ug/ml, 1 ' incorporation de thymidine tritiee est peu 
20 modifiee. Pour des concentrations de 100 ug/ml, 
1' inhibition de 1 ■ incorporation est de 36% (P<O,001) en 
presence de 5% de SVF et atteint la valeur de 51% 
(P<0, 001) pour les concentrations de 200 et 400 Ug/ml. 
Pour 0,5% de SVF ( O ), les taux d' inhibition sont de 
25 l'ordre de 25% (P<O,01). 

EXEMPLE" 7 : effets des agents antitumoraux conformes a 
1' invention sur les fibroblastes de peau. 

Les effets des derives DnCM 60 B 0 S 29 et 
D 6 CM 76 B 0 S 14 ont ete etudies sur les fibroblastes de peau. 
30 La Figure 7 represente 1' effet du D 6 CM 76 B 0 S 14 . 

Comme dans le cas des chondrocytes normaux, 
les effets sont identiques pour les 2 de-rives ; 
1' incorporation de thymidine tritiee est peu modifiee 
pour des concentrations de derives allant de 2 a 20 
35 ug/ml, et ce, en presence des deux concentrations de se- 
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rum testees 5% ( O ) et 0,5% ( Q )• Pour les fortes 
concentrations des deux d6riv6s (100 k 400 \xg/ml) , le 
taux d f inhibition est d f environ 50% (P<O,001). 
CONCLUSION 

La sensibility des lign§es humaines normales 
et tumorales k 1' action des agents antitumoraux conformes 
k l f invention est tr6s differente. Le taux d' inhibition 
pour les lignees normales de chondrocytes et de fibro- 
blastes est au maximum de 50%, et ce, pour des concentra- 
tions tres elevees de derives conformes k I 1 invention, 
alors que 1 1 inhibition maximale pour les chondrocytes 
tumoraux est de 75%, pour des concentrations beaucoup 
plus f aibles . 

IV - MODULATION DE LA PROLIFERATION DES CELLULES 
TUMORALES EN PRESENCE DES DERIVES CONFORMES A L 9 INVENTION 

EXEMPLE 8 : Des cellules de chondrosarcome hu- 
main de type II sont ensemenc^es sur des boites de 4 cu- 
pules de 2 cm 2 en presence de 5% SVF ( Q ) d'une part 
(contrdle) , et, en paralldle, en presence de 5% SVF ( Q ) 
et de D 11 CMgoBoS 2 9 k une concentration de 200 [ig/ml. Le 
milieu est change tous les 3 jours. Comme le montre la 
Figure 8, en presence de D 11 CM 60 B 0 S 2 9 les cellules res- 
tent quiescentes; par contre lorsque le DiiCM 6 gB 0 S 2 9 est 
6t6 du milieu de culture au bout de 12 jours ( O ) , la 
croissance cellulaire reprend, ce qui montre que I'effet 
du r>iiCMg 0 B 0 S29 est reversible. 
CONCLUSION 

A une concentration de 200 p.g/ml de 
D 11 CM 60 B 0 S 29' P° ur laquelle on enregistre seulement 75% 
d' inhibition de 1 ' incorporation de thymidine, la prolife- 
ration cellulaire est totalement inhibee. Cette inhibi- 
tion par le D 11 CM 60 B 0 S 29 n'est pas cytotoxique car par- 
faitement reversible. 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1 1 Invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d 1 application qui 
viennent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans 
s'fecarter du cadre, ni de la port6e, de la presente 
Invention. 
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RE VEND I CAT I ONS 
1°) Agent inhibiteur de la croissance des cel- 
lules tumorales, comprenant un derive de dextrane consti- 
tue par une chaine polysaccharidique substituee par des 
groupes carboxymethyle et carboxymethylbenzyl amide sulfo- 
nate, lequel derive est designe par la formule g£n6rale 
D X CM Y BS Z dans laquelle 

X represente le nombre moyen d' unites 
saccharidiques non substitutes pour 100 
unites saccharidiques , 
Y represente le nombre moyen de groupes car- 
boxymethyle pour 100 unites saccharidiques, 
Z represente le nombre moyen de groupes 
carboxymethylbenzylamide sulfonate pour 
10O unites saccharidiques, 
lequel agent est caracterise en ce que X est 
inferieur ou 6gal a 50, Y est compris entre 10 et 90, et 
Z est compris entre 15 et 35. 

2 P ) Agent inhibiteur de la croissance des cel- 
lules tumorales selon la revendication 1, caracterise en 
ce que X est egal a 11, y est egal A 60 et Z est egal a 
29. 

3°) Agent inhibiteur de la croissance des cel- 
lules tumorales selon la revendication 1, caracterise en 
25 ce que X est egal £ 47, Y est egal a 17 et Z est egal k 
24 . 

4°) Application d'un agent inhibiteur de la 
croissance des cellules tumorales selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 3, pour l'obtention de medicaments 
30 antitumoraux. 
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